Paramecium aureliaのクローンの老化 by 福島 晋一
Paramecium aureliaのクローンの老化
著者 福島 晋一
号 524
発行年 1977
URL http://hdl.handle.net/10097/24127
 氏名・(本籍)
 学位の種類
 学位記番・号
学位授与年月日
 学位授与の要件
最終学歴
肪
一
凶
晋
 は
島
剖
福
理学博士
 理第524号
 昭和52年4月27日
 (滋賀県)
 学位規則第5条第2項該当
 昭和45年3月
京都大学大学院理学研究科
 (修士課程)動物学専攻修了
学位論文題目
論文審査委員
 Parameciumaurellaの
 クローンの老化
 (主査)
教授樋渡宏一 教授
助教授
小西和彦
竹内拓司
論 文 目
次
皿
 ノ
ー
!
L
 §序,動物の老化の機構についての諸仮説
 §Parameciumaureliaのク・一ンの老化
 §クローンの寿命に対するX線照射の影響
 §ク・一ンの寿命に対する温度の影響
 §ク・一ソの老化と自家生殖後の生存率との関係
 ク・一ン内での自家生殖後の生存率のばらつき
 ク・一ンの分裂回数と自家生殖後の生存率の低下との関係
 §結び
 一305一
論文内容要旨
 動物の老化の機構についての諸仮説
 動物にみられる老化現象が何に起因するものかについては様々な仮説が提唱されている。これら
 の仮説は大きく分けると,老化現象は個体発生の過程の延長線上にある現象で,遺伝的にプ・グラ
 ムされているとする考え方と,時間の経過に伴い,生体を構成する分子に傷害となる偶発的な現象
 が蓄積した効果が老化として現われるとする考え方がある。例えば前者としてはStrehlerらの
 主張する仮説がある。それは,1つのアミノ酸に対して複数のcodonが存在するが,発生過程に
 おいてその読みとりの制限を受け,それが原因で老化が起るとするものである。後者では,経時的
 に変化するコラーゲン分子の変性や,リポブシγ顆粒の細胞内での蓄積に原因を求めるもの,体細
 胞への突然変異の蓄積や,遺伝情報の翻訳に介在する酵素の変性を主要因だとするもの,自己免疫
 が老化現象をもたらすとするものなど多くの仮説が考えられている。
 老化の機構についての多くの考え方が示されて来たにもかかわらず,通説として認められるもの
 がまとまらない背景には,個体の老化現象が動物種に関しても,個体についてもその現われ方の変
 化の幅が大きいことがあると思われる。個体そのものは器官や組織の有機的な集合体であり,複雑
 な老化現象の分析は容易でない場合が多い。従って最近では,均一な細胞集団を対象として老化現
 象を理解することにも力が注がれるようになっている。
 Parameciumaureliaのクローンの老化
 P.aureliaはク・一γの老化のモデル系として,比較的寿命が短いこと,老化の程度が分裂
 速度の低下を目安として容易に判定されること,細胞を1個体づつ取り出して培養を続けることが
 できるため,ク・一ン内での現象のばらつきの観察や,数量的取扱いが可能であるなどの利点をも
 つ実験材料である。
 接合あるいは自家生殖を行うと,生殖核である小核から新たに栄養核である大核が形成され,細
 胞の若返りが起る。このような性生殖過程が起らないと,ク・一ンは細胞分裂速度の低下や子孫の
 生存率の低下,形態異常を示す細胞の増加などの老化現象を現わし,ついには死滅する。
 クローンの寿命に対するX線照射の影響
 ク・一ンの老化現象が大核への突然変異の蓄積によるものと考えられたことはあるが,Kim-
 baiiらが80、000RのX線照射を行った後40日余りの観察で,分裂速度の低下を早める効果
 がみられないという報告を行ってから,この突然変異説は否定されていた。しかし放射線の照射効
 果は,ク・一γの生活環の後半になって現われてくる可能性も考えられる。そこで,照射直後には
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 細胞分裂速度には何ら影響を与えない線量9,240RのX線を約10回分裂ごとに繰返して照射し,
 総照射線量が55,440R,92、400R,138,000Rの3つの実験群のクローγの寿命を観
 察した。表1に示されるようにX線照射によってク・一ンの寿命が短縮されることが明らかとなっ
 た。もし大核での突然変異の蓄積が,クローγの寿命を決定する要因であるとすると次のような推
 論が成立つ。
 P.aUreliaの大核のゲノム数は860とされている。従って同一座位に突然変異の蓄積が進
 まない限り,細胞の生存に関して強い影響は現われてこないと思われる。細胞分裂当りの自然突然
 表1ク・一γの寿命平均土S.D
 対照3ユL
 55,440R照射290.
 92,400R照射250.
 138,600R照射230、
322.331.339
344358
274
249263
 326土10
 331士29
 262*土12
 249*土11
 *対照群との有意差が認められる。
 変異率をv,大核のゲノム数をG,分裂回数で表わされたク・一ンの寿命るF,ある遺伝子座位に
 変異した遺伝子をもつゲノム数の大核全体に占める割合をMとすると,
M=vGF
M
v'=11)GF
 細胞分裂が停止した時点のMの値を3/4と仮定し,G=860.Fニ326(観察値)を(1)に
 も
 代入すると,自然突然変異率v=2.68x10が得られる。この値は大腸菌や培養細胞などで報告
 されている値とほぼ同じ位数の値である。
 また実験結果よりFとX線照射線量Xに関する回帰直線を求めると
 へ
F=336-6,0x10X(2)
 が得られる。lR照射当りの誘起突然変異率を肌とすると,
M=vGF+GmX
M-vGF
 m=一一(3)
GX
 (2)式よりX=100,000のときF=276が得られる。これらの値と
へっ
 M二3/4,G=860を(3)式に代入するとm=L3×10が得られる。
 この値は,大腸菌や培養細胞で報告されている値とほぼ同じ位数を示す。栄養核である大核での
 突然変異率を直接実験によって求めることは不可能であるが,M=3/4という仮定を置いて,大核
 への突然変異の蓄積がク・一γの寿命を規定していると考えて算出したv,mの値は,他の実験系
 での報告と比較してほぼ妥当な値を示すことが明らかとなった。これは逆に,P.aureiiaのク
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 ローンの寿命が突然変異の蓄積によるものと考えて不合理ではないことを示唆するものである。
 クローンの寿命に対する温度の影響
 昆虫や魚類の寿命に対する飽育温度の影響についての報告はいくつかある。それによると,発生
 過程ではある程度高温下におかれ,成体になってからは低温下におかれたものが長寿命となる。し
 かしこれらの変温動物は低温下では体温の低下が伴砥体内の生化学反応も遅延することが予想される。従
 って低温下での延命効果が,生涯の総代謝量が増加するというような生物学的な意味をもつものか
 どうかは明らかでない。ゾウリムシでは,クローンの総代謝量の変化は分裂回数で表わされた寿命
 を直接比較することによってこの判定が可能であると考えられる。そこで20℃～23℃の低温,
 25℃～26.5℃の中温,29℃～32℃の高温の3条件下で培養したク・一ンの寿命を観察した。
 この3つの温度条件下で各々6細胞系が,1系について毎日3個体づつ個別に取り出して系を維持
 するtripietdaiiyisoiationcuitureによって,維持された。その結果は表2に示
 されたとおりである。この3グループの間にはt一検定による5%の危険率で統計的に有意の差は
 表2細胞系の寿命平均±SD
 局温133.165.168.170.181.198169土21
 中温93.94.126.149.155.206137土42
 {氏温126.153,168,210.217.234185土42
 みられない。しかし,細胞系を維持する場合、早く断えた系を他の系で置換えてできる限り寿命の
 長いものを残してゆくと,最長寿命は高温で200,中温で244,低温で300が記録された。
 このことは置換え操作による延命効果は培養温度によって異り,高温下では弱く,低温下では強い
 ことを示している。ク・一γの寿命を培養条件に余り影響を受けないと思われる。クローン内で最
 も多数回分裂を行ったものを代表値として考えると,低温で培養されたものの方が長寿の傾向があ
 るといえる。
 高木によれば,遺伝的にブ・グラムされた加金現象であると考えられている未熟期の長さは20
 ℃と30℃とで培養によっても余り変化しない。このことは,ク・一ソの寿命は遺伝的に71・グラ
 ムされたものと考えるよりも,無秩序な現象の著積によって規定されていると考える方が妥当であ
 ることを示唆していると思われる。
 クローンの老化と自家生殖後の生存率
 自家生殖後の生存率の低下はク・一ンの老化現象の一つであり,性生殖後80回分裂を経た頃か
 ら急に低下すると報告されている。これまでの著者の経験から,同一ク・一γ内の細胞でもその低
 下率はかなり大きなばらつきを示すという印象を強く受けていた。そこでそのばらつきがどれくら
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 いのものかを調べてみた。
 図1に同一ク・一ンの細胞をA～Gに分離して維持した結果が示されている。この結果から次の
 3点が注目される。1)F系のように若い時期に生存率が低下しているものがある一方,C系のよ
 うに130回の分裂を経ても欠陥子孫のみられない系もある。2)G系のように分裂速度の低下し
 たものの出現率が,数十回の分裂を経て維持されることがある。3)欠陥子孫の出現率は徐々に増
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 図1自家生殖後A～Gの系は分離して維持され,()内に示す分裂回数を経て再び自家生
 殖が誘導された。Nは正常,Rは分離速度の遅いもの,Dは自家生殖死を表わす。数値は
 観察数。
 加するというよりも,段階的に増加するようである。これらは,欠陥子孫が1細胞に2個ある2倍
 体の小核に突然変異が生じたためによると考えるとよく説明できる。例えば,E系ではテストされ
 るまでに3回の突然変異が一方の小核に一つと他の小枝の相同染色体に1回づつ起った。G系では
 若い時期に突然変異が1回生じ,この変異はその後2系に分けられた細胞系にそのまま維持されて
 いるo
 P.aureliaでは自家生殖後100回も分裂を経ると,接合する前に自家生殖を行うようにな
 るため,かけ合せの実験が困難である。従ってかけ合せによる突然変異の証明は現在不可能である。
 もし自家生殖後の生存率の低下が小核の突然変異に依存するものならば,細胞系において継続的に
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 生存率を調べることにより,その低下率が理論通り段階的に低下するかどうかの判定は可能である。
 4細胞系についてこのような試みがなされた。
 細胞分裂経過に伴う生存率の動揺は,一遺伝子の変化によると推察されるより大きい場合が数回
 分裂の間にも起ることが多い。これは70回～80回の分裂を経た細胞でよく起るようになり,若
 い時期では比較的高い生存率を示すのと際立った対照を示す。従ってもし小核における突然変異に
 よって生存率が低下するとしても,その発生率を左右させる要因が重要な役割を担っていると考え
 られる。
結論
 この研究において,P.aureliaのクローンの寿命は,同じク・一ンに属する細胞をいくつか
 の系に分けて維持すると,系の間にはかなりの差がでてくることが観察された。また老化現象とし
 て自家生殖後の生存率の低下がみられるが,これもク・一γ内でのばらつきが大きいことが示され
 た。さらにプ・グラムされた加令現象とみなされる未熟期の分裂回数による長さが,培養温度の変
 化によっても余り影響を受けないのに対して,同じ温度範囲においての観察では,低温培養された
 ものの寿命が延びる傾向にあることが示された。このようなことから,P.aureliaのク・一γ
 の老化は,遺伝的にプ・グラムされた過程であるというよりも,偶発的な現象によってもたらされ
 ると考えざるを得ない。
 老化をもたらす偶発的な現象の一つとして重要視されるのは突然変異である。P.aureliaの
 ク・一γの寿命は突然変異誘起作用のあるX線に照射されることにより短縮されることが明らかに
 された。そしてその短縮効果からの考察によって栄養核である大核への突然変異の蓄積がク・一γ
 の寿命を限定しているという理論が,実際に観察された結果と矛盾しないことが示された。
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 論文審査の結果の要旨
 この研究はク・一γの老化研究のモデルとして極めて便利なParameciumaur6iiaを用
 いて,ク・一ン老化の機構を解析したものである。
 先ずX一線照射がク・一ンの寿命を短縮させる事実を詳細に明らかにし,この寿命短縮効果が大
 核における遺伝子の変化に帰因するであろうとの結論に達した。また培養温度を変化させた場合の
 寿命の変化を詳細にしらべた結果,低温においては細胞分裂回数で計算されるク・一ンの寿命が有
 意に延長されることを明らかにし,クローンの寿命が遺伝的にプ・グラムされたものではなく障害
 の蓄積によるものであろうと結論した。
 さらにク・一ンの老化にともなう自家生殖後の子孫の生存率をしらべ,老化にともなう生存率の
 低下は小核におこった突然変異の蓄積によるものであるという説を展開した。
 以上福島晋一の論文は,自立して研究を遂行するに充分な研究能力と学力を示しており,理学
 博士の学位論文としつ合格と認める。
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